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Abstract
AIM: To explore the effect of angiopoietin-1 
(Ang1) gene on the proliferation and apoptosis 
of human gastric cancer cell line MGC-803.

METHODS: The replication-deficient adenovi-
rus carrying human angiopoietin-1 (Ad-Ang1) 
and green fluorescent protein (Ad-GFP) were 
packaged, amplified and purified in human em-
bryonic kidney cells 293 (HEK293). Then gastric 
cancer cell line MGC-803 was transfected with 
the resultant adenoviruses. The proliferation 
and apoptosis of MGC-803 cells were measured 
by MTT colorimetry and flow cytometry, respec-
tively. The expression of Ang1 and its receptor 

(Tie-2) were detected by immunohistochemistry.

RESULTS: The recombinant adenovirus vec-
tor carrying Ang1 or GFP were amplified and 
purified successfully with the viral titers of 1.15 
×1013 and 2.0×1012 PFU/L, respectively. The 
transfection rate almost reached 100% when 
the multiplicity of infection (MOI) was 20. The 
proliferation of MGC-803 cells in Ad-Ang1-
transfected group was markedly higher than 
that in Ad-GFP-transfected group (24 h: t = 
16.32, P < 0.0001; 48 h: t = 10.47, P = 0.0005; 72 h: 
t = 24.59, P < 0.0001) and control group (24 h: t = 
10.54, P = 0.0005; 48 h: t = 13.92, P = 0.0002; 72 h: 
t = 22.46, P < 0.0001). The apoptotic rate of Ag-
Ang1-transfected MGC-803 cells was obviously 
lower than that of Ag-GFP-transfected ones (t 
= 7.73, P = 0.0015), but there was no difference 
between Ag-GFP group and control group. The 
positive rates of Ang1 and Tie-2 expression were 
significantly higher in Ad-Ang1-transfected cells 
(Ang-1: 99.2 ± 0.8; Tie-2: 85.4 ± 1.8) than those in 
the control (Ang-1: 51.0 ± 2.7; Tie-2: 30.8 ± 1.5) 
and Ag-GFP-transfected ones (Ang-1: 51.4 ± 1.5; 
Tie-2: 32.4 ± 2.3), respectively (P < 0.0001).

CONCLUSION: Ang1 gene may obviously pro-
mote the proliferation and inhibit the apoptosis 
of human gastric cancer cell line MGC-803.
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摘要
目的: 探讨人血管生成素-1(angiopoietin-1, 
Ang1)对胃癌细胞MGC-803增殖与凋亡的影
响, 研究其生物学作用及其在肿瘤发生中的作
用机制. 

方法: 以人胚肾293细胞对重组质粒Ad-Ang1
和A d-G F P进行包装、扩增和纯化后转导
MGC-803细胞, 应用MTT比色法分析Ang1对

■背景资料
胃癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
全世界每年新增
胃癌患者约80万, 
死亡约63万, 其死
亡率较高 ,  5 a生
存率只有约20%, 
危害十分严重. 血
管生成素及其受
体Tie-2是近年新
发现的与肿瘤转
移, 血管生成、重
塑密切相关的分
子, 本文研究了血
管生成素 -1基因
对胃癌细胞增殖
和凋亡的影响.
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该胃癌细胞增殖的影响, 通过流式细胞仪分析
血浆Ang1对胃癌细胞凋亡的影响, 并通过免
疫组织化学法检测Ang1及其受体Tie-2的表达
情况. 

结果: 成功包装、扩增及纯化了重组腺病毒
Ad-Ang1及对照病毒Ad-GFP, 其感染滴度分
别为2.0×1012和1.15×1013 PFU/L. 当感染复
数(MOI)为20时转导率即接近100%, 而细胞
形态无明显改变. MTT结果显示, 24, 48和72 h
时Ad-Ang1组吸光度均明显高于Ad-GFP组及
对照组(Ad-GFP vs  Ad-Ang1: 24 h, t  = 16.32, 
P <0.0001; 48 h, t  = 10.47, P  = 0.0005; 72 h, t  = 
24.59, P <0.0001. 对照组 vs  Ad-Ang1: 24 h, t  = 
10.54, P  = 0.0005; 48 h, t  = 13.92, P  = 0.0002; 
72 h, t  = 22.46, P <0.0001), Ad-GFP组与对照组
相比无差别; 流式细胞仪检测显示, 对照组、
Ad-GFP组和Ad-Ang1组的凋亡率(%)分别为: 
9.90±0.62, 10.07±1.27和4.17±0.35; 免疫组
化显示, 3组细胞均有不同程度Ang-1及其受
体Tie-2的表达, 且其阳性表达率在Ang1基因
转染组(Ang-1: 99.2±0.8; Tie-2: 85.4±1.8)显
著高于对照组(Ang-1: 51.0±2.7; Tie-2: 30.8±
1.5)和GFP组(Ang-1: 51.4±1.5; Tie-2: 32.4±
2.3)(P <0.0001).

结论: Ang1能显著促进人胃癌细胞MGC-803
体外增殖, 抑制血浆饥饿时的凋亡.

关键词: 腺病毒载体; 血管生成素; 胃癌; 增殖; 凋亡 
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0  引言

血管生成素(angiopoietin, Ang)及其受体Tie-2是
继VEGF后新发现的与肿瘤转移, 血管生成、

重塑密切相关的分子[1]. 血管生成素包括Ang1, 
Ang2, Ang3和Ang4等[2-3], 目前, Ang-1与在肿瘤

生长中的作用结果尚有争议. 为研究Ang1对胃

癌细胞有无影响, 我们以腺病毒为载体, 将Ang1
基因转染至MGC-803细胞, 并研究其对该胃癌

细胞株增殖和凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株MGC-803购自中科院; 
人胚肾293细胞购自Microbix Biosystems公司; 
复制缺陷型腺病毒重组体Ad-Ang1及对照病毒

Ad-GFP由南京医科大学第一附属医院构建[4]并

赠送. PacI, LipofectAmine 2000试剂盒分别购自

NEB公司和Gibco公司. Ang1一抗, Tie-2一抗购

自北京莱博, 工作浓度分别为1∶100和1∶50, 
免疫组化SP试剂盒及DAB试剂盒购自北京中

山公司, Annexin V-FITC/PI试剂盒购自Bender 
Medsystems公司.
1.2 方法 

1.2.1 病毒颗粒的包装与扩增 取对数生长期的

293细胞接种于100 mm直径的培养皿中, 以含

100 mL/L胎牛血清, 105 U/L青霉素和100 mg/L链
霉素的RPMI1640培养基培养. 当细胞生长度达

60%-70%时, 换无血清无抗生素的RPMI-1640培
养. 将以Pac I酶切回收的线性化的Ad–Ang1 1 μg
通过Lipofectamine2000转染至293细胞内, 同时

以Ad-GFP(编码绿色荧光蛋白的复制缺陷型腺

病毒重组体)做平行对照. 观察出现细胞病理反

应(cytopathic effect, CPE)后收取细胞上清, 再以

细胞上清转染更多的293 细胞. 重组病毒在293细

胞中呈几何级数包装扩增, 收集足够多的293细
胞备用.
1.2.2 病毒颗粒的纯化 将收集的293细胞以PBS
悬浮, 将其于液氮/37℃反复冻融3次, 收集细胞

裂解液. 在超速离心管中依次加入CsC l1.4 , CsC 
l1.2及细胞裂解液, 以100 000 g离心2 h, 在1.345
密度附近可见腺病毒浓缩带, 穿刺离心管侧壁, 
将目的条带吸出, 经12 000-14 000 kDa孔径透析

袋透析纯化, 浓缩纯化的病毒颗粒再经0.45 μm
孔径滤膜过滤, 分装保存备用.
1.2.3 生物活性滴度测定 按Quantum公司提供的

试剂盒说明书步骤, 采用组织培养半数感染剂量

法(TCID50)测定Ad-Ang1的生物活性. 以1×104

个/孔接种293细胞于96孔板, 待细胞密度约90%
后, 倍比稀释病毒上清、分别以不同稀释浓度 
100 μL病毒溶液转染细胞, 以20 mL/L胎牛血清

的培养基培养10 d后倒置显微镜下观察, 计算每

一排中出现CPE的孔数, 按公式T = 10(S+3.8) PFU/L
计算滴度值. 
1.2.4 腺病毒体外转导效率的测定(MOI试验) 

MGC-803细胞以8000个/孔接种于96孔板培养至

60%-70%细胞贴壁时,分别以感染复数(病毒颗

粒/细胞数)为10, 20, 30, 50, 100 Ad-GFP 100 μL
感染细胞 ,  8 h后换含100 m L/L胎牛血清的 
RPMI1640培养液继续培养, 48 h后在荧光显微镜

下计数, 随机计算3个表达GFP 的细胞数占视野

中所有细胞的百分数, 取均值代表转导效率.

■研发前沿
A n g在肿瘤生长
中发挥了重要的
作用, 在很多实体
肿瘤中得到了证
实, 如在人胃癌、
肝癌、乳腺癌和
胶质细胞瘤等均
可见到有Ang-1及
其受体Tie-2表达
增加, 但其具体机
制尚不完全清楚.  
目前的研究结果
显示, Ang-1在肿
瘤发展过程的作
用尚有争议, 故需
进一步深入研究. 
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1.2.5 MTT法测定Ang1对MGC-803细胞增殖的

影响 实验分对照组(正常细胞组)、Ad-GFP(平
行对照组)、Ad-Ang1(Ang1转染组)3组, 每组设3
个复孔. 取对数生长期的MGC-803细胞, 以8000
个/孔接种细胞于96孔培养板中, 细胞生长度达

60%-70%时对Ad-GFP、Ad-Ang1两组予相应的

无血清无抗生素培养液稀释的病毒液100 μL感
染, 感染8 h后换RPMI1640完全培养液继续培养. 
分别于感染后24, 48和72 h定每孔吸光度(A值).
1 . 2 . 6  流式细胞仪检测转导A n g 1基因对

MGC-803凋亡的影响 根据Harfouche et al [5]的方

法进行. 以每孔1.0×108/L的MGC-803接种于6孔
板, 实验分组同MTT, 每组设3个复孔, 感染8 h后
用无血清培养液继续培养48 h后收集对照组、

Ad-GFP及Ad-Ang1组MGC-803细胞1.0×109/L, 
1000 r/min, 4℃离心10 min, 弃上清, 加入1 mL 冷
的PBS, 轻轻震荡使细胞悬浮. 1000 r/min, 4℃离

心10 min, 弃上清. 重复用冷的PBS洗两次. 将细

胞重悬于200 µL结合缓冲液. 加入10 µL Annexin 
V-FITC和5 µL PI, 轻轻混匀, 避光室温反应

15 min. 加入300 µL结合缓冲液, 在1 h内上机检

测细胞的凋亡率.
1.2.7 应用免疫细胞化学方法检测Tie-2, Ang1

在MGC-803细胞中的表达 取对数生长期的

MGC-803细胞, 消化后计数并调整培养液用量, 
使细胞悬液终浓度为1.0×108/L, 接种至底部有

小玻片的6孔板中, 每孔2 mL细胞悬液, 置孵育

箱中培养. 次日, 细胞在小玻片上贴壁生长约

60%融合, 分别于两孔中加入Ad-GFP、两孔中

加入Ad-Ang1的无血清无抗生素培养液稀释的

病毒液1 mL感染, 感染8 h后换RPMI1640完全培

养液继续培养. 两孔中不加病毒作为对照组. 再
于48 h后取出小玻片用丙酮固定. PBS缓冲液冲

洗, 30 mL/L双氧水灭活内源性过氧化酶, 微波抗

原热修复后正常山羊血清封闭, 一抗4℃过夜孵

育, 二抗30 min, DAB显色, 复染核、脱水、透明, 
中性树胶封片. 用PBS代替一抗作阴性对照, 已
知阳性片作阳性对照. 胞质或胞膜见棕黄色颗粒

为阳性. 在200倍显微镜下随机取5个视野细胞计

数, 细胞阳性表达率 = 阳性细胞数/总细胞数×

100%.
统计学处理  实验结果以均数±标准差

(mean±SD)表示, 均数间比较采用t检验. 所有数

据均采用SAS8.2统计软件进行分析, P<0.05表示

有显著差异.

2  结果

2.1 扩增、纯化后Ad-GFP及Ad-Ang1的滴度 Ad-
GFP的滴度为2.0×1012 PFU/L, Ad-Ang1滴度为

3.2×1013 PFU/L.
2.2 MOI试验结果 随着MOI值的加大, 腺病毒

重组体在MGC-803细胞内转导率逐渐增加, 当

■相关报道
有 研 究 表 明 , 
Ang-1可促进肿瘤
生长, 转染Ang-1
基因可降低肿瘤
细胞的凋亡指数,
但其具体机制不
清; 也有部分研究
发现, Ang-1抑制
肿瘤生长的可能
机制是Ang-1减少
血管渗漏, 形成稳
定的血管. 

图  1  不同MOI值时MGC-803细胞的GFP表达(SP×100). A: MOI = 0; B: MOI = 10; C: MOI = 20; D: MOI = 50.

A B

C D
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MOI为10时, 其转导效率约为92%; 当MOI为50
时, 其转导率为100%, 但细胞脱落、变圆, 有半

数漂浮, 呈现腺病毒过量中毒状态; 当MOI为20
时, 其转导效率接近100%而无明显细胞中毒现

象(图1). 本试验均采用MOI = 20进行.
2.3 MTT法测定转染Ang1对MGC-803细胞增殖
的影响 MTT结果如表1所示, 对照组 vs  Ad-GFP
组: 24 h(t  = 1.16, P  = 0.3105), 48 h(t  = 1.08, P  = 
0.3908), 72 h(t  = 1.09, P  = 0.3359); Ad-GFP组vs  
Ad-Ang1组: 24 h(t  = 16.32, P <0.0001), 48 h(t  = 
10.47, P  = 0.0005), 72 h(t  = 24.59, P <0.0001); 对
照组 vs  Ad-Ang1组: 24 h(t  = 10.54, P  = 0.0005), 
48 h(t  = 13.92, P  = 0.0002), 72 h(t  = 22.46, 
P <0.0001). 以上数据说明GFP对MGC-803细胞

的增殖没有影响, 而转染Ang1基因能够显著促

进MGC-803细胞的增殖.
2.4 转染Ang1基因对MGC-803凋亡的影响 流
式细胞仪检测结果表明, 对照组、Ad-GFP组
和Ad-Ang1组的凋亡率(%)分别为: 9.90±0.62, 
10.07±1.27(vs  对照组, t  = 0.02 , P  = 0.8487), 
4.17±0.35(vs  Ad-GFP组, t  = 7.73 , P = 0.0015), 
说明转染GFP对MGC-803的凋亡无影响, 而转

染Ang1基因可显著抑制血浆饥饿条件下的凋亡

(图2).
2.5 Ang1及其受体Tie-2在MGC-803细胞中的表
达 对照组、Ad-GFP组及Ad-Ang1组3组Tie-2阳
性率(%)分别为30.8±1.5; 32.4±2.3; 85.4±1.8, 
且在Ad-Ang1组的阳性表达率明显高于对照组

和Ad-GFP组(P <0.0001, 图3). Ang1在3组细胞中

均有表达, 对照组、Ad-GFP组及Ad-Ang1阳性

率(%)分别为51.0±2.7; 51.4±1.5; 99.2±0.8, 在
Ang1转染组近100%表达, 明显高于对照和Ad-
GFP组(P <0.0 001, 图4).

3  讨论

血管生长因子如VEGF[6]、bFGF[7]等以及新近发

现的Ang[8]的促血管生成作用作为肿瘤研究领域

中的热点一直以来受到大家的关注. Ang-1作为

一个新发现的血管生长因子, 在肿瘤生长过程

中发挥了重要的作用, 在很多实体肿瘤中得到

了证实. 如在人胃癌[9]、肝癌[10]、肠癌[11-12]、肺

鳞癌[13]和胶质细胞瘤[14-15]等均可见有Ang1及其

受体Tie-2的表达增加. 但Ang1在肿瘤发展过程

中的作用一直存在争议, 有些学者认为, Ang1可
促进肿瘤的生长[16-20], 也有部分研究显示抑制肿

瘤的发展[21-23]. Stratmann et al [16]将内皮细胞与胶

质瘤细胞共同培养于基质胶(Matrigel)中, 可检

测到Ang-1的表达, 并观察到内皮细胞迁移, 形
成相互吻合的血管网, 血管成条索状; 反之, 当
去除胶质瘤细胞时, 未能检测到Ang-1的表达, 
而内皮细胞堆积成团, 血管延伸异常, 推测肿瘤

细胞分泌Ang-1, 使内皮细胞迁移、趋化, 从而

促进肿瘤血管生成. Wang et al [9]检测53例胃癌

组织和23例正常胃黏膜中Ang-1的表达, 结果显

示, 有66%胃癌组织中Ang-1明显升高且与胃癌

细胞株的分化程度有相关性. 而Stoeltzing et al [22]

用重组Ang-1转染人结肠癌细胞并种植到裸鼠

身上, 发现转染Ang-1的HT29种植瘤比转染空

载体组的体积小, 血管密度低, 肿瘤细胞增殖程

度低, 血管周细胞包绕程度高, 血管渗透性低. 
推测Ang-1可通过抵抗血管渗漏, 抑制血管新

生, 维持血管稳定, 有阻止肿瘤转移的潜能. 不
管是促进或是抑制作用, 目前的研究多是从促

血管生成、稳定血管角度研究的; 而其血管生

表  1  MTT法测定转染Ang1对MGC-803细胞增殖的影响
(mean±SD)

      

对照组            0.758±0.03    1.004±0.01   1.232±0.03     

Ad-GFP组      0.781±0.01    1.027±0.03   1.253±0.02

Ad-Ang1组     0.948±0.01   1.393±0.03   1.753±0.03

          A 值

     24 h                   48 h                 72 h

■创新盘点
本文应用基因转
染技术将A n g - 1
导入人胃癌细胞
MGC-803, 研究该
基因对胃癌细胞
增殖和凋亡的影
响, 并探讨其可能
的作用机制, 具有
一定新意. 

图  2  转导Ang1基因对人胃癌细胞MGC-803凋亡的影响. A: 对照组; B: Ad-GFP; C: Ad-Ang1.
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成以外的功能学研究甚少. 因此, 我们利用腺病

毒作为载体将外源Ang1基因导入人胃癌细胞株

MGC-803, 研究血管生长因子Ang1除具有血管

生长作用以外, 是否对胃癌细胞本身的增殖和

凋亡的有无影响及探讨其可能机制. 
基因转染载体分为非病毒载体和病毒载体

2大类. 非病毒载体包括质粒、脂质体、基因枪

和裸DNA等; 病毒载体包括逆转录病毒、腺病

毒、腺相关病毒和慢病毒等, 他们多是高效载

体, 其中腺病毒最为常用. 腺病毒载体主要具有

以下优点: (1)宿主广泛. 能感染绝大多数处于分

裂或不分裂状态的细胞; (2) 安全. 腺病毒是一

约36 kb的双股DNA病毒, 有40多种血清型. 本试

验采用的是腺病毒5型, 其控制转录复制单位E1
基因和编码毒性产物的E3基因已经被剔除, 所
以具有不会自身复制和毒性低的特点; (3)转染

率高. 腺病毒很容易生长到较高滴度(1012 PFU/L

以上), 转染后能表达高丰度的目的蛋白; (4)目
的基因不整合到宿主染色体DNA中, 转染细胞

表达目的基因数量随细胞分裂增殖而递减, 因
而不会带来严重副作用[24-25]. 在实验中我们以

绿色荧光蛋白(GFP)做平行对照, 因为GFP是目

前已知的唯一能在活细胞中产生自发荧光的蛋

白, 并且其基因序列很短, 易于构建质粒, 具有

敏感的标记检测率, 而没有放射性的危害[26]. 本
实验用复制缺陷型腺病毒将Ang1基因转导入

MGC-803进行体外表达实验, 以最适感染复数

(MOI = 20)转染MGC-803, 培养瓶中发现细胞死

亡现象很少. 转染后48 h, 免疫组化染色可见绝

大部分细胞中存在阳性颗粒, 这表明腺病毒载

体的瞬时转染效率很高, 我们的结果显示可达

99%以上. 而MTT和流式细胞仪检测显示, GFP
对MGC-803细胞的增殖和凋亡没有影响, 也进

一步证实, GFP是在基因转染实验中较理想的平

■应用要点
本文发现 ,  转染
Ang-1基因对人胃
癌细胞MGC-803
有促进增殖和抑
制凋亡作用, 这一
研究结果可能为
胃癌的临床治疗
提供理论依据.

图  4  Ang1在各组胃癌细胞中的表达(SP×200).  A: 对照组; 
B: Ad-GFP; C: Ad-Ang1.

图  3  Tie-2在各组胃癌细胞中的表达(SP×200).  A: 对照组; 
B: Ad-GFP;C: Ad-Ang1.
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行对照基因.
我们成功制备了高滴度的A d-G F P和A d-

A n g1, 在感染复数(M O I)为20时即对胃癌细

胞MGC-803有近100%转导效率. MTT结果显

示 ,  A d-A n g1组细胞吸光度明显高于对照组

及Ad-GFP组, 说明Ang1能够促进体外培养的

MGC-803细胞的增殖. 血浆饥饿诱导的凋亡实

验常被用来检测某些物质、因素的抗凋亡效应, 
并且认为其诱导的凋亡是Caspase依赖性的[27]. 
本研究流式细胞仪检测结果证明, Ang1对胃癌

细胞具有抗凋亡作用, 可能是通过与其细胞表

面Tie-2受体结合后, 导致后者的磷酸化, 从而激

活PI-3K, AKT, 抑制细胞Caspase家族的活化所

至. 另外, 我们应用免疫细胞化学方法在该种细

胞株上也检测到了Ang1及其受体Tie-2的阳性

表达, 且Ad-Ang1组阳性细胞表达率显著高于对

照组和Ad-GFP组, 说明Ang1水平的增多可上调

其受体的表达, 可能系通过自分泌途径促进肿

瘤的增殖. 这些研究结果证明, Ang1基因对肿瘤

生长和转移的促进作用除了通过血管机制以外, 
对肿瘤细胞本身也有直接的促增殖和抑制凋亡

作用.
总之, 以腺病毒为载体, 将外源Ang1基因导

入人胃癌细胞, 发现该基因对MGC-803有促进

增殖和抑制凋亡作用, Ang1这种促血管生成以

外的作用将为其功能学研究和在肿瘤的临床应

用开辟新方向. 
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